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Актvальность проблемы. 
Построение естественной системы, отражающей филогенетическое родство организмов, 
является важнейшей задачей биологии. В настоящее время мо.1екулярная филогения и 
систематика претерпевают новый этап в своем развитии. Это связано в первую очередь с 
разработкой новых молекулярно-генетических методов, позволяющих не только получить новую 
информацию о нуклеотидных последовательностях, но также исследовать возможные 
биохимические механизмы, определяющие нуклеотидный состав и особенности системы 
кодирования. В эволюционном плане ДНК - очень лабильнВJ1 молекула, поэтому выбор 
филогенетического маркера, анализ нуклеотидных последовательностей которого позволил бы 
сделать достаточно достоверные вьmоды о родстве организмов, непростая и важная задача. Выбор 
такового не возможен без детального изучения его молекулярно-генетических и биохимических 
особенностей. В последнее время поJ1Вилось множество работ, в которых митохондриальный 
геном или его отдельные гены удачно использовались в качестве такового. Тем не менее, 
существуют и работы, в которых описаны явления, например такие, как гетероплазмия, ядерные 
копии, затрудняющие использование этой молекулы в качестве филогенетического маркера. 
Применение определенных молекулярно-генетических методических подходов, позволяющих 
исключать подобные явления, а также использование современных компьютерных программ длЯ 
построения схем филогенетического родства организмов, способных достаточно достоверно 
распознавать филогенетические сигналы, в большинстве своем, как правило, позволяют 
использовать молекулу митохондриальной ДНК в качестве надежного филогенетического маркера 
родства. В настоящее время продолжается поиск и других молекулярных маркеров, в том числе 
ядерных. Проведенное исследование филогенетического родства c-mos гена ядерного генома у 
тетеревиных - одна из первых попыток использования информации о нуклеотидных 
последовательностях этого участка генома в качестве маркера на уровне семейства. 
Цель работы. Исследование биохимических и молекулярно-генетических особенностей гена 
цитохрома Ь митохондриального генома у тетеревиных. Использование особенностей структуры 
генов цитохрома Ь и левого домена контрольного региона митохондриального генома и ядерного 
c-mos гена для определения филогенетического родства тетеревиных птиц. 
Научная новизна работы. 
Впервые проведен детальный всесторонний филогенетический анализ родства птиц семейства 
тетеревиных на основе данных как о быстро эволюционирующих, так и относительно медленно 
Jволюционирующих генов митохондриальноrо генома, а также на основе данных о полиморфизме 
нуклеотидных последовате:IЬностей гена c-mos ядерного генома. В работе рассмотрены родство 
гена цитохрома Ь внуrри этого семейства, а на основе данных о полиморфизме нуклеотидных 
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последовательностей левого домена контрольного региона митохондриалъного генома -
внутривидовые отношения исследуемой группы птиц. Впервые определены нухлеотидные 
последовательности гена цитохрома Ь для Tetrao urogalloides, Lagopus lagopus, Вопаsа Ьопаsiа, 
Falcipennis falcipennis из разных регионов России, нуклеотндНые последовательности для левого 
.J.Омена контрольного региона мнтохондрнальной ДНК и c-mos гена ядерного генома тетеревиных. 
Впервые проведен детальный анализ структуры гена цитохрома Ь митохондрнального генома и 
его системы кодирования для птиц семейства тетеревиных. 
Научно-практическое значение. 
Данные о нуклеотидных последовательностях исследованных нами генов c-mos ядерного, 
цитохрома Ь и левого домена контрольного региона митохондриальноrо геномов тетеревиных 
внесены в международную базу данных. Молекулярно-генетическая характеристика 
филогенетических взанмоО"Пfошений тетеревиных птиц на основе данных о нухлеотидных 
последовательностях трех генов митохондриалъного и ядерного геномов может служить хорошим 
наглядным примером использования молекулярных данных дла: решения спорных 
таксономических вопросов. Предпринятая попытка оцеюпь время дивергенции тетеревиных 
имеет существенное значение дл1 понимания межконтинентального фаунистического обмена и 
роли Беренгии в формировании современной орнитофауны. 
На защиту выносятс.я 
результаты биохимического и генетического анализа гена цитохрома Ь митохондрнального 
генома у тетеревиных птиц ; 
результаты филогенетического анализа митохондриальных генов - цитохром Ь и контрольный 
регион (левый домен) и c-mos гена ядерного генома; 
оценка времени дивергенции тетеревиных птиц, полученная на результатах анализа 
синонимичных замен в гене цитохрома Ь митохондриального генома тетеревиных птиц. 
Апробация работы. 
Основные положения диссертации доложены на научных сессиях Института Биологических 
проблем Севера ДВО РАН (Магадан, 1999, 2000), 7-ой Международной научно-практической 
конференции аспирантов, соискателей и молодых исследователей ''Идеи, гипотезы, 
поиск .... "(2000), XI Международной конференции " Актуальные проблемы изучения и охраны 
птиц Восточной Европы и Северной Азии" (Казань, 2001 г.). 
Публикации. 
По материалам диссертации опубликовано 6 работ, 1 работа находится в печати. 
C:mpyкmYfJa и обьем работы. Диссертационная работа изложена на 126 страницах компьютерной 
верстки, состоит из разделов: Введение, Литературный обзор, Материалы и методы, Результаты и 
обсуждение, Заключение, Выводы, ПlНteW*'At516JttOJ!&«Юю tертация содержит 21 рисунок, 
мм.Н.М.ЯО&АЧЕВСКОrо 
KAЗAJICKOfOГOC. УММВЕРСИТЕf~ 
19 табmщ. Список цитированной литературы содержит 19 отечественных и 127 иностранных 
источв:ихов. 
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 
Материалом для исследования служили кровь, мышечная ткань, зафmссированные в 70 % 
этаноле на месте сбора материала, а также перья птиц семейства тетеревиных отряда куриных. 
Выделение ДНК. Тотальную ДНК из мышечной ткани, крови и перьев выделяли с 
использованием метода, включающего обработку клеток лизирующим расТilором, содержащим 10 
mМ Трис-НСI (рН 7,5), 25 mМ ЭДТА, 75 mМ NaCl, 1% додецилсульфата натрия и протеиназу К в 
концентрации 0,2 мг/мл, при 55°С в течение 12-16 часов и депротеинизацию 1/3 от общего объема 
насыщенным расТ11ором NaCl, с дальнейшей преципитацией ДНК изопропанолом, промыванием 
молекул 70% этанолом и растворенвем в Трис-ЭДТ А буфере при 65° С в течение часа. В 
некоторых случаях для выделения ДНК из кусочков мышечной ткани использовался lsoQuick 
Nucleic Acid Extraction Кit (ORCA Research Inc., U.S.A.). В этих случаJ1Х ткань весом около 2 мг 
была помещена в 310 мкл буфера (lOOmМ Трис-НСl (рН 8.0), 10 mМ ЭДТА, 100 mМ NaCI) с 
добавлением 15 мкл 10% додецилсульфата натрия и 25 мкл протеиназы К с концентрацией 20 
мr/мл и инкубирована в термостате с вращающимся ротором при температуре 55°С в течение 2 
часов. Дальнейшее выделение ДНК проводили согласно инструкnиям фирмы производителя кита. 
Полимеразная цепная реакция и секвенирование. Участки мт ДНК 11ЮJЛИфицировали в 
полимеразной цепной реакции с использованием пар олигонухлеотидных праймеров, 
последовательности которых приведены ниже. Для уменьшения процента вероятяоС111 
амплификации ядерной копии гена цитохрома Ь и ковтролъного региона митохондриального 
генома у тетеревиных был использован набор праймеров: А и DDL, позволяющий получить 
амплимер длиной 3500 п.н. Реакции проводили в 50 мкл. смеси, содержащей около 300 нг 
тотальной ДНК, 25 пмол каждого праймера, 350 мкМ каждого нуклеотида и 2 единицы: 
термостабильной Taq и Pwo ДНК полимеразы (Expand ТМ Long template PCR System, Boehringer 
Mannheim). Конечная концентрация MgCl2 в рЗСТilоре составляла 2,25 мМ. После предварительной 
денатурации при 94 °с в течение 2 минут амплификацию проводилв в течение 30 ЦИЮJов в 
следующем режиме: денатурация 94°С - 10 секунд, отжиг 50°С - 30 секунд, наращивание цепи 
68°С - 2,5 минуты; после первых 10 циклов температура отжиrа была увеличена до 55°С, а время 
иаращиваиw1 цепи увелячнвалось с каждым циклом иа 20 секунд и было максимальным в 
последнем 30 цикле амплификации. КоличесТ110 и качество амплимеров анализировали 
электрофоретическн в 1% агарозных гелях, окраrпениых бромистым этидием, с детекцией в УФ­
свете. 7 мкл реакционной смеси после амплификации было использовано в качесТ11е матрицы для 
секвенирования. Для очистки продуктов амплификации от праймеров и нуклеотидов после первой 
реакции были использованы экзонуклеаза 1 (10 единиц) и алкалинфосфатаза креветки (2 единицы; 
PCR Product Pre-sequencing Кit, Amersharn Life.Science). 
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Для циклическоrо секве11ИроВ11НШ1 очищенных продуктов амruшфикации использовался 
AmpliCycle ™ Sequencing КIТ (Perkin Elmer). Рабочий раствор общим объемом 30 мкл содержал 3 
мкл очищенного амШiимера; 20 пмолъ праймера НLВ; 1,5 мкмоль Ci [а. -33-Р] - с!NТР; 4 мкл 
раствора сус!е sequencing mix (!ОХ коIЩевтрации, вюпочаюшеI"о реакционный буфер и 
дезоксинуклеотиды), вода. Рабочий раствор был распределен в 4 пробирки, содержаших по 2 мкл 
дидеоксинуклеотидов. Циклическое секвенирование проводили в течение 30 цихлов при 55°С, 30 
секунд; 72°С, 60 секунд; 93°С, 30 секунд. Разделение продуктов реакции проводилось с 
использованием электрофореза в 6% полиакриламидном геле. 
Нуклеотидные последовательности КОl:!ТрОльноrо реrиона мт ДНК у Lagopus leucurus, 
Dendragapus canadensis, Dendragapus ftanclini, Bonasa umЬellus были определены методом 
флуоресцентноrо мечения двух.цепочечных продуктов ГЩР с их последующим разделением на 
автоматическом секвенаторе ALFred DNA Autosequencer (Pharmacia) в соответствии с 
рекомендациями фирмы - изrотовиrеля. Для амплификации левоrо домена контрольноrо региона 
мт ДНК у вьппеназванных таксонов был использован другой набор праймеров: Ll6760.rai и 
А VEH476.rai. Реакции проводили в 50 мкл смеси, содержащей 20 мМ Tris-HCI (ph 8,0), 100 мМ 
KCI, 0.1 мМ EDTA, 1 мМ DTT, 25 пмоль каждоrо праймера, 350 мкМ каждоrо нуклеотида, 300 м 
тотальной ДНК и 2 единицы термостабильной ТАКАRА Ех Taq™ (ТАКАRА, Biotechnology). 
Амплификацию проводили в течение 30 циклов с температурНЬJМ режимом 95°С, 15 секунд; 55°С, 
30 секунд; 72°С, 60 секунд. Продукты амШIИфикадии анализировали электрофоретически в ] % 
аrарозных rелях с детекцией в УФ-свете после окрашивания гелей бромиС"IЫМ этидяем. 
Двух.цепочечные продукты ГЩР были очищены на колонках Mullipore (0,45µ.m Ultraftee-MC шlit 
with the low binding Durapore membrane). Циклическое секвеннрование проводилось в ДНК 
процессоре (DNA Processor, Phaпnacia L.K.B.Co. Ltd) с реа~щиоииой смесью Theпnosequenase 
cycle sequencing kit (Amersham). В качестве секвенирующнх применялись праймеры, которые 
были использованы для первоrо раунда амплификации. Циклическое секвенирование проводили в 
течение 20 циклов при 95°С, 30 секунд; 65°С, 30 секунд. Разделение продуктов реакции 
проводилось с использованием электрофореза в 6% полиакрилам.ндных rелях на ALFred DNA 
Autosequencer (Pharmacia Со. Ltd) в режиме автоматическоrо сканирования гелей и компьютерной 
записи нуклеотидных последовательностей. 
Реакцию полимеразной цепной реакции участка гена c-mos ядерноrо генома птиц семейства 
Tetraonidae проводили в 50 мкл смеси, содержащей 2 пмоль каждого праймера, 0,2 мМ каждоrо 
нуклеотида, 100 ш тотальной ДНК и 1 единицу термостабильной AGS Taq полимеразы; конечная 
концентрация MgCI 2 в растворе составляла 3,5 мМ. После предварительной ден~г.урации ДНК 
при 93°С в течение 3 минут, амплификацшо проводили в течение 35 циклов с температурным 
режимом 93°С, 10 секунд; 50°С, 45 секунд; 72°С, 60 секунд; после первых 10 циклов температура 
опсига была увеличина до 52 °с. Анализ количества в качества амплимеров, их очистку от 
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праймеров и нуклеотидов, а также реакцию циклического секвенировахия проводили аналогично 
реа!СЦИJW, описанным нами ранее для цитохрома Ь и контрольного региона Tetrao uroga!lus, Tetrao 
urogalloides, Bonasa Ьonasia, Lagopus lagopus, Lagopus mutus. 
Для выравнивания нуклеотидных последовательностей контрольного региона мт генома 
использовалась программа CLUSTAL W (Тhompson et а!., 1994). Выравнивание нуклеотидных 
последовательностей генов: цитохром Ь и c-mos проводилось вручную. 
Праймеры (5' - 3' направление), используемые для амплификации гена цитохрома Ь и 
контрольного региона: 
Mt-A (L-14995) CTCCCAGCCC САТССААСАТ CТCAGCATGA ТGАААСТТСG 
Mt-DDL (Н-1816) GCACCGCCAAGTCCТТAGAGТТ; 
для секвенирования гена цитохрома Ь 
Mt-B (Н-15298) ТТG TGA ТТА CTG TAG САС СТС ААА ATG АТА ТТТ GTC СТС 
Мt-G(L-15180)СWТССТТМТТСТТСА TCTGCA тет АС 
Mt-C (L-15320) ТАУ GTC СТА ССА TGA GGA САА АТА ТСА ТТС TGA GG 
Mt-D (L-15578) ААА АТС ССА ТТС САС ССС ТАС ТАС ТСС АСА ААА GA 
Mt-Fs (Н-15917) TAG ТТG GCC ААТ GATGAT GAA TGG GTG ТТС ТАС TGG ТТ 
Mt-H (L-15722) ССУ ССА САС АТС ААА сем GAA ТТGА ТАС ттс СТА тт. 
Нумерация позиций нуклеотидов соответствует нуклеотидной последовательности мт ДНК 
цьmленха (Desjardins and Morais). Буквы "L" и "Н" обозначают лепсую и тяжелую цепи мт ДНК, 
соответственно. 
L16760.rai GACTACGGCТТGAAAAGCCA ТТGТТGТ 
А VEH476.rai GTGAAAAGTGAGAAAGТТCAGGAGТТ А 
Дrul секвенирования контрольного региона 
Mt-НLB (Н-519) GGCCCTGACAT AGGAACCAGAGG 
AVEH476.rai GTGAAAAGTGAGAAAGТТCAGGAGТТA 
Нумерация позиций нуклеотидов соответствует нуклеотидной последовательности мт ДНК 
цыпленка (Desjardins and Morais). Буквы "L" и "Н" обозначают легкую и тяжелую цепи мт ДНК, 
соответственно. 
Праймеры для амплификации и секвенироваиия c-mos гена ядерного генома любезно 
предоставлены профессором Хелбиrом (А. He!Ьig, Universitat, Greifswald). Информация о размере 
секвенированных участках генома тетеревиных приведена в таблице 1. 
Фw~огенетический анализ полученных данНЬIХ о нуклеотидных последовательностях выпоЛНJIЛИ 
с помощью пакетов филогенетических программ МЕGА (Мolecular Evolutionary Genetics Ana!ysis) 
1.02 (Кumar et а!., 1993) и PHYLIP 3.5с (Felsenstein, 1989), PUZZEL (Strimmer К. and von Haeseler, 
1997), PAUP 3.1.1 (Swofford, 1993). Генетические дистанции между индивидуальными 
последовательностями оценивались с использованием 2-параметрической модели Кимуры. 
Таблица 1. 
Размер секвенированяых участков генома у изучеЯНЪIХ видов тетеревиных пnщ. 
Видовое название и комек1U1онныА Место сбора Разwер сеоенированиоrо участu reнowa 
ноwер матер капа (п.н. ) 
МmохондрналышА rеном Ядер11Ый 
геном 
ЦвтохромЬ КоятрольRЫА c-mos 
оеrиов 
Tetrao uro2alloides uro2allodes iac ЯIСУТИЯ 700 402 
Tetrao uro2alloides urollJIJiodes 269 ХабВDОВСJСНЙ 1ФаА 1020 383 
Tetrao uro2alloides uro2allodes 17 Маrадавскu область 390 402 
Tetrao uro11.alloides uro11,allodes 15 Мага.а1Нс1СU область 700 402 660 
Tetrao urol!alloides urogallodes 14 Маrаданскu область 402 
Teirao uroo.lloides uro2allodes 08 Магаданскu область 402 
Tetrao uroulloides umoallodes 18 MaraдaнckU область 402 
Tetrao uro2alloides kamtscluuicus К.К Камчаnа 383 
Tetrao urogalloides kamtschaticus Камчатка 1020 383 
1151 
Tetrao uroullus maior 1 Евооnа 1020 401 660 
Tetrao uro2allus roaior 2 Евоопа 700 
Tetrao uronllus vol2ensisl864 СвсомовсkU область 401 
Tetrзo uro2allus lon2Ьcr2i 2147 МУОwаисш обласn. 400 
La201>us Ia2oous scoticus 083 illOTЛaндИll 1020 
La2oous la2onus scoticus 084 ШотландlUI 1020 
Lal!ODUS la2om•• lal!ODUS 3 Магаданская обпасrь 385 
Lal!ODUS lal!ODUS la2nnus 441 Маrадаисш область 1020 
l .ae>nnus luoous la2oous 1080 ЯIУ1111 275 
La2onш laкoous la2oous 200 М У1>111аисш область 700 
La2onus mutus olcskei 444 MaraдaиcDll область 1020 395 660 
La"ODUS mll!US oleskei 6103 Маrадавскu облает~. 395 
La.l!ODUS mutus nclsoni 712 Амс~са 395 
La.l!opus lcucurus 996 Вашингrои 700 468 660 
Falci....,,nis falc i,,..,nis 3 Хабаооккиll tm:1A 1020 
Falcioennis falcioennis 323 XaбAnnllCICllЙ IФ8Й 660 
Dendraizaous canadensis 1 Аляска 700 
Dco11n12aous canadensis 569 Аляска 463 660 
Dcodruapus ftanclini 1009 Вашиигrон 700 410 
Dentfr11cranus li"anclini 1 Вашиштон 660 
Bonasa bonasia seotentriooalis 552 KntlCBOtmekИЙ IФаА 395 
Bonasa Ьonasia seotentrionalis 553 кnвсвоmский l<nRJI 1020 395 
Bonasa Ьonasia -ntriooalis 554 Knacнomcюdl !ФIЙ 395 
Booasa Ьonasia seotentriooalis 555 Кnвсноmский mall 395 
Bonasa Ьooasia seDtentrionalis 556 Коасвоmсжиll mall 395 
Вооаsа Ьonasia seotentriooalis 557 KpacнomcJCИll maA 395 
Bonasa Ьonasia kolvmensis Р3 МаrадаисkU обласn. 660 
Вооаsа Ьonas ia kolvmensis Р4 МапдансkU область 700 401 
Вonasa Ьonasia kolvmensis PS Маrадаискu область 401 
Bonasa Ьonasia kolvmensis 4 Маrадавс11u обЛIСТЪ 401 
Bonasa Ьonasia kolvmensis 18 МапдансJW: область 401 
Booasa Ьonasia vamashinai 301 СахалинсUJ1 область 401 
Bonasa Ьonasia vкmashinai 307 СахалиисUJ1 область 1020 401 
Bonasa Ьonasia vam.мhinai 323 Сахалиискu область 401 
Booasa Ьonasia yamasblnai Р 1 С Сахалинсш обласn. 402 
Bonasa Ьonasia vamashinai Р2С СахалинсkU область 402 
Bonasa urnЬellus 5129 Вашиигrок 1020 513 660 
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Филогенетические деревья построены с использованием алгоритмов NJ (ближайшего соседа), 
UPGMA, максимальной экономии (невзвешенной и взвешенной с использованием эвристического 
алгоритма поиска; соотношение трансверсий к транзициям как 5 : 1) и максимального 
правдоподобия. Достоверность филогенетических деревьев оценивалась с помощью буrстрэп 
анализа. Индексы бутстрэпа соответствуют доле деревьев (в процентах) от общего их числа, 
генерируемого при осушествлении 100 операций бутстрэпа. 
РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ 
/.Биохимический и генетический анш~из участка гена цитохрома Ь (700 п.н.) 
.11итохондриш~ьного генома тетеревиных птиц~ Проведен анализ секвенированной 
последовательности гена цитохрома Ь длиной 700 п.н. 10 видов и 7 подвидов, представляющих 4 
рода тетеревиных птип: Tetrao, Lagopus, FaJcipennis, Bonasa. Анализ показал, что из выявленных 
182 вариабельных сайтов, равномерно распределенных по всей длине участка гена цитохрома Ь 
длиной 700 п.н., только 140 парсимонно информативны. Большинство из этих замен являются 
синонимичными. Из 233 аминокислот, кодируемых 700 п.н., выявлены замены для восемнадцати, 
тринадцать из которых парсимонно информативны. Анализируя данные о локализации 
вариабельных позиций аминокислот, кодируемых геном цитохрома Ь четырех родов тетеревиных, 
можно сделать вывод о расположении этих замен, в основном, внутри трансмембранного 
сегмента. Поэтому данный участок генома характеризуется значительным накоплением мутаций в 
третьих положениях кодонов (83,51 %), которые, как правило, являются молчащими. Мутации, 
возникающие в первых и вторых положениях кодонов, немногочисленны 16,48% ( 13.18 % и 3.3 %. 
соответственно) и играют более значительную роль для всей окислительной системы в целом. 
Транзицнонные замены происходят в третьих положениях кодонов в два-четыре раза чаще, чем 
трансверсии. Нуклеотидный состав исследуемого участка митохондриальной ДНК в третьих 
положениях кодонов значительно смещен относительно содержания гуанина, в среднем 
составляющего 3,2%, и цитозина - 46,6%. Вторые положения кодонов гена цитохрома Ь у 
изученных видов птиц богаты тимином (37,3 %). Значительных отклонений в содержании 
нуклеотидов для первых положений кодонов не наблюдалось. Величины смещения в 
нуклеотидном составе гена цитохрома Ь четырех различных азотистых оснований для первых. 
вторых, третьих положений кодонов показывают, что наибольшее значение (0,427) характерно для 
третьего положения и наименьшее (0,033) - для первых позиций. Величина отклонения в 
содержании цитозина в третьем положении кодонов существенна и составляет 2,14. Меньше, но 
также достаточно велико отклонение в содержании тимина (2,0), наблюдаемое для третьих 
положений кодонов (табл. 2). Наименьшее значение среднего стандартного отклонения было 
получено для вторых позиций, которые играют наиболее важную роль в кодировании и менее 
вариабельны. 
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Таблица 2. 
Н)'КЛеО'ПIДНыЙ состав(%) в первых, вторых и 1J'СТЬИХ положениn кодонов гена цитохрома Ь 
)" тетеревlfИЫХ птиц. 
Ц11то1мм Ь (7ot n.u.) AI TI CI GI А2 n С1 G:l АЗ Т3 С3 G3 
Сре.11нее значение 23,5 24,1 27,5" 24,3 19.8 37,! 29,4 13,6 34,9 14,2 46.~ 3,2 
Стандарnюе О,4Ч 0,83 0,8.(t О,ЗS" 0,28 0,3!1 О,Н 0,11( 0,9.i 2,0 2,\1( 0,8./ 
отКJtоненне 
Сре.11нее ста11дартное 0,615 0,258 1,47 
отклонение 
Смещение 0033 02196 0427 
• Вс::личина смещения= (2/З)ri·I~ lf; - 0,251, где f; - частота встречаемости аденина, гуанина, 
тимина, цитозина. 
УЧИТЫ!lая то, что трансверсии в третьих позициях кодонов гена цитохрома Ь в меньше!! 
степени, чем транзиции, подвержены ВЛИJIНИЮ гомоплазмий, и, в частности, у млекопитаюших 
имеют почти лииеАную тенденцию к росту в течение 80 млн. лет, мы проследили зависимость 
роста количества трансверсий и транзиций в третьем положении кодона между парами видов. 
Трансверсии в третьих позициJIХ гена цитохрома Ь у тетеревиных птиц имеют также почти 
линеi!ную тенденцию к росту, а тенденция к сниженmо количества транзиций в третьих 
положениях кодонов наблюдается лишь после 1 б трансверсиl!, за исключением пар видов Вопаsа 
boпasia и Bonasa umЬellus, наиболее днвергированных таксонов. Соотношение 
транзици.11/трансверсня колеблется от двух до восьми. Наблюдаемая картина динамики накоплени11 
транзициl! в третьих положенИJ1Х кодонов со временем может бып. существенно искажена 
влиянием эффекта насыщения. 
1. Эволюция гена цитохро.wа Ь у птиц отряда куриных. Для уточнеЯИJI филогенетического 
положении птиц семейства тетеревиные в отряде куриных проведен анализ нуклеотидных 
последовательностей фрагмента гена цитохрома Ь митохондриального генома. Нами бьш 
секвенирован ген цитохрома Ь длиной 1020 п. н. у семи видов, шести подвидов, представляющих 
четыре рода : Tetrao, Lagopus, Falcipennis, Вопаsа семейства тетеревиных птиц. Учитывая 
информацию о наличии у птиц ядерных копий гена цитохрома Ь мт ДНК длиной 320 п . н., мы 
постарались избежать этой проблемы, амплифицировав проТRЖенный участок мт генома (около 
3500 п.п . ) . Таким образом, была уменьшена вероrrвость амплификации ядерных копий. Кроме 
того, мы использовали раэличиые праймеры для секвевирования, благодаря чему получали 
"'перекрывающуюся" информацию о нуклеотидных последовательносnrх. Из 340 аминокислот, 
кодируемых 1020 п.н., выявлены замены для 27, ю которых 15 парсимонно информативны. 
Наибольшая величина смещения выявлена ДЛJ1 аминокислоты лейцин (L), которая может быть 
ко.:н1рована шестью различными кодонами . Кодон CUC, кодирующий лейцин, 
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встречаетсJ1 в 2,48 раза чаще, чем остальные синонимичные. Данный участок генома 
характеризуется значительным накоплением муrаций в третьих положеНWDС кодонов (85,7%), 
которые, как правило, являютсJI молчащими, тоrда как мутации, возникающие в первых и вторых 
положеюцх кодонов, немногочисленны (12,8% и 1,43% соответственно). Наиболее часто 
встречаются транзиции типа цитозин-тимин и более редко трансверсии типа цитозин-гуанин. 
Нуклеотидный состав исследуемого участка митохондриальной ДНК в третьих положениюс: 
кодонов у тетеревиных строго смещен относительно содержания гуанина, в среднем 
составляющего 3,4% и цитозина - 45,8% (табл. 3). Для третьих положений кодонов характерны 
самая высокая величина смещения (0,42) в нуклеотидном составе, положительное значение АТ 
отклонения (0,4) и отрицательное значение GC отклонения (-0,86). Возможно, значительное 
содержание А (35,8 %) в третьих положениях кодонов мт ДНК отражает неслучайное увеличение 
количества синонимичных кодонов для четыреждывырожденных аминокислот: аланин (GCN), 
глицин (GGN) и валин (GТN) в гене цитохрома Ь. Вторые положения кодонов гена цитохрома Ь у 
изученных видов птиц богаты тимином (40,6 %). Значительных отклонений в содержании 
нуклеотидов для первых положений кодонов не наблюдалось. Величины смещения в 
нуклеотидном составе гена цитохрома Ь 4 различных азотистых оснований для первых, вторых, 
третьих положений кодонов показывают, что наибольшее значение (0,42) характерно ДЛ.11 
третьего положенИJ1 и наименьшее (0,074) - для первых позиций. 
Таблица 3. 
Нуклеотидный состав(%) в первых, вторых и третьих положениях кодонов у изученных видов 
тетеревиных птиц в митохондриальном гене цитохрома Ь. 
Цитохром Ь (1020 о.и.) Средиu величина вухлеотидного Величина Аденин- Гуанин-
состава% смещеин.- ТllMKHO- ЦllТО3ННОВОС 
аденин ТllMHR ЦИТО3ИВ rуании OТJCJIORCHHCb OТJCJIOHCHИC" 
Пеnвое поло•еиие кодонов 23,3 23 5 зо 6 226 о 074 -0,004 -0,15 
Bтonne положение кодонов 19,1 406 27 з 13,0 0.238 -0,36 -0,354 
Тnетье положение кодонов 35 8 15,1 45 8 3,4 0,42 040 -0,86 
,,_двее 26,0 26,4 34 s 13 0,15 -0007 -0,45 
"Величина смещеНИJI = (2/3)Li~t-4 lfi - 0,251, где f; - частота встречаемости аденина, гуанина, 
тимина, цитозина; ь аденин-тиминовое (АТ) отклонение= (А-Т)/(А+Т), с гуанин-цитозиновое (GC) 
отклонение =(G-C)/(G+c) 
Согласно теории Фриза (Freese, 1962) и Суеока (Sueoka, 1962), содержание GC% в ДНК 
определяетсJ1 "сдерживающими" селе!СI'ИВНЫМИ процессами эволюции и мутационным гуанин­
цитозиновым прессииrом (µо). ВЛИJ1НИем муrационного прессинга на формирование 
нуклеотидного состава можно также объяснить различную скорость замен гуанина или цитозина 
на аденин или тимин, или аденина или тимина на гуанин или цитозин. Для вычисления 
мутапиоиноrо прессинга (µо) на ген цитохрома Ь у тетеревиных птиц нами был использован 
подход, описанный Джермиином (Jermiin, 1994). Процентное содержание гуанина-цитозина в 
несинонв:мичных позиЦИJ1Х кодонов гена шrrохрома Ь у тетеревиных птиц, то есть в первой и 
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второй, коррелируют с величиной мутационного прессинга, а именно процентным содержанием 
гуанина-цитозина в третьих синонимичных позициях. Величина гуанина-цитозинового 
мутационного прессинга на иухлеотидный состав гена цитохрома Ь мт генома тетеревиных птиц 
колеблется от 0,458 ± 0,026 до 0,516 ± 0,026. Согласно Джермиину, при 0,5< µо s;J нуклеотидный 
состав исследуемого гена находится под гуанин-цитозиновым мутационным прессингом; в случае 
0,0 s; µо < 0,5 на нуклеотиДНЪIЙ состав оказывает воздействие аденин-тиминовый мутационный 
прессинг. Можно считать проведенный нами анализ показал, что на нуклеотидный состав гена 
цитохрома Ь мт генома тетеревиных птиц действует как гуанин-цитозиновый прессинг в случае 
Lagopus lagopus, Falcipennis falcipennis и Bonasa umЬellus, так и аденин-тиминовый прессинг в 
случае нуклеотидных последовательностей Tetrao urogalloides и Bonasa Ьonasia. Влияние гуанин­
uитозинового прессинга на нуклеотидиый состав митохоидриального генома возможно 
объясняется особенностями репликации, например, высокой асимметричностью или дефеJааМи у 
полимеразы, участвующей в репликации. На сегоДИJ1ПJНий день пока не известны ни причины 
систематических колебаний содержания GC% в нуклеотидных последовательностях гена 
цитохрома Ь мт генома, ни возможные механизмы воздействия аденин-тиминового мутационного 
прессинга. 
Для решения вопроса о филогенетическом родстве таксонов мы считаем целесообразным 
сопоставить дендроrраммы, построенные разными методами. Схемы филогенетического родства 
отряда куриных птиц бъши построены методами максимальной эконоNВИ, максимального 
правдоподобия и ближайшего соседа с использованием полученных нами данных о нук.11еотидных 
последовательностях гена цитохрома Ь представителей 6 видов, 6 подвидов, представляющих 4 
рода семейства тетеревиных, а также по данным Корнеги (Komegay, 1993), Кимбалл (Кimball, 
1997) и Ранди (Randi, 1996) о последовательности зтоrо же гена для 17 видов семейства 
фа1ановых, 1 вида семейства индейковых н чачалаки как внешней группы. Информация о 
нуклеотидных последовательностях гена цитохрома Ь куриных птиц: Ortalis vetula, Numida 
meleagris, Lophura nycthemera, Pavo cristatus, Pavo mutic, Meleagris gallopavo, Alectoris chukar, 
Coturnix coturnix, Gallus gallus, Alectoris barbara, Alectoris melanocephala, Alectoris magna,Alectoris 
rufa, Alectoris philbyi, Francolinus francolinus, Tragopan temminckii, Lophophorus impejanus была 
получена из банка генов данных. При изучении филогенетических свJ1Зей тетеревиных и 
фазановых была использована информация о нуклеотидных последовательностях гена цитохрома 
Ь представителей только тех видов семейства фазановых, которые по мнению зоологов, являются 
наиболее вероятными предками тетеревиных. Например, по мнению Потапова (1985), характер 
щиткования шпосны - строгого филогенетического маркера у тетеревиных птиц - схож с 
)(арактером щиткования плюсны у следующих родов фазановых: Tetraophasis, Lerwa, Arborophila, 
l,ophophorus, Tragopan, Tetraogallus, Alectoris. Сииrиревсхий С. И. (Кузьмина, 1977) считал, что 
становление тетеревиных могло произойти в период расцвета тургайской флоры, широко 
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рас.пространевной в третичное время в Европе, Азии и Северной Америхе, а наиболее вероятным 
из ближайших родствеН11ИКов тетеревиных могла быrь серая куропатка. По данвым анализа 
ядерного генома тетеревиные и индюк JIВJIЯЮТСЯ близкородственными таксонами, которые имели 
в относительно недавнем прошлом общего предка (Нelm-Bychowski and Wilson, 1986; SiЫey and 
Ahlquist, 1990), что противоречит эколого-морфолоrнческим данным Джонсrарда (Johnsgard, 
1983), выделяющего индюка и тетеревиных в отдельные самостопельные ветви. Нами было 
построено П8ТЬ дендрограмм родства курообразных птиц. Дендрограмыы построены методами 
максимального правдоподобия (МL), максимальной экономии (МР) и ближайшего соседа (NJ). 
Для посqюения дендрограмм родства методом максимального правдоподобия использовались 
пакеты программ PНYLIP З.5с (Felsenstein, 1989) и PUZZEL (Strimmer and von Haeseler, 1997) с 
использованием НКУ 85 модели. НКУ 85 модель учитывает нуклеотиДНЫЙ состав исследуемого 
гена, разную степень вероятности появления транзиций, траисверсий, и является одной из лучших 
среди моделей, описывающих характер появлеИИJ1 нуклеотндиых замен (Page and Holman, 1998). 
Индексы бутстрэпа соответствуют доле деревьев (в процентах) от общего их числа, генерируемого 
в результате осуществления 100 реплик бутстрэпа. Во всех случаях построения дендрограмм 
родства вид Ortalis vetula использовался в качестве внешней группы. Для примера на рисунке 1 
приведена дендрограмма фшюгенетического родства гена цитохрома Ь курообразных птиц, 
построенная методом максимального правдоподобия (программа PUZZEL (Strimmer and von 
Haeseler, 1997)); ИК.У-модель; а параметр= 0,4 у распределения; Ortalis vetula - внеmияя группа). 
Виды, нуклеотидные последовательности которых секвенированы нами, отмечены звездочками. 
Как видно из дендроrраммы:, наиболее вероJ1ТНЫМ нз .близких сестринских таксонов и 
разделяющим с тетеревиными общего предка является индюк (Мeleagris gallopavo), а не серая 
куропатка (Perdix perdix), что противоречит гипотезе Сниrиревского. Полученные оценки величин 
бутстрэп - анализов при построении дендрограмм позволяют сделать вывод о том, что 
полученный результат является достаточно достоверным. 
На сегодняшний день ве существует единого мнения о точном времени обособления семейства 
тетеревиных. В насrощей работе были использованы два подхода для установления времени 
дивергенции на основе молекулярно - генетических данных. По данным Эвайза (Avise, 1994), 
скорость эвоmоции митохондриального генома, в том числе гена цитохрома Ь, составляет около 
2% нуклеотидных замен за 1 млн. лет. Используя эти "стандартные часы эвоmоции" мт генома 
можно предполагать, обособление птиц семейства тетеревиных от предковой формы произошло в 
миоцене. С другой стороны, по данным о скорости возникновения синониыичных замен (Pesole et 
а!., 1999) можно сделать вывод, что семейство тетеревиных диверrировало от предковой формы 
значительно позже, в позднем плиоцене. Полученные оценки времени дивергенции семейства 
тетеревиные от предковой формы JIВЛJDОТСЯ достаточно приблизительными и противоречивыми и 
требуют допоmmтельного изучения. 
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Рисунок 1. ДеНдJЮrрамма родства гена цитохрома Ь митохоидриальноrо генома курообразных 
птиц. 
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3. Филогенетическое родство гена цитохрома Ь у тетеревиных птиц. Нами был секвенирован 
участок гена цитохрома Ь длиной 700 п.н. у птиц семейства тетеревиные, в том числе виды и 
подвиды, не секвенированные ранее Элсвортом (Ellsworth et al., 1996), и построены схемы 
методами невзвешенной максимальной экономии (МР), ближайшего соседа (NJ) с использованием 
программы МЕGА 1.02 (Кumar et al., 1993) и максимального правдоподобия (ML) с применением 
программы PUZZEL (Strimmer апd von Haeseler,1989), используя НКУ модель, а параметр у -
распределения равен 0,4. Gallus gallus - внешняя группа. Полученные филогенетические схемы 
родства тетеревиных rrrиц в целом соответствуют древу, предложенному Потаповым (Потапов, 
1985) на основании морфо-эколоrических критериев. Три вида рода Lagopus образуют один 
монофилитический кластер в отличие от дендрограммы родства, предложенной Элсвортом 
(Ellsworth et al., 1996) н существенно отличаются от филогенетического древа Джонсгарда 
(Johлsgard, 1983), основанного на данных экологии. Для примера, на рисунке 2 приведена 
дендрограмма родства фрагмента гена цитохрома Ь длиной 700 п.н. мт генома у тетеревиных, 
построенная методом ближайшего соседа (NJ) с применением 2-х параметрической моде.1и 
Кимуры. При сопоставлении данных о нуклеотидных последовательностях участка гена 
цитохрома Ь у видов, секвенированных нами и Элсвортом (Ellsworth et al., 1996), было выявлено 
значительное количество нуклеотидных разJПfчий, в частности, у Bonasa umЬellus (от 7 до 11) и у 
Lagopus mutus (до 12 нуклеотидных различий). Подобное несоответствие может бьrrь объяснено 
двояко: возможно, что образцы нуклеотидных последовательностей, которые бьL'IИ секвенированы 
Элсвортом и нами, были взяты у представителей различных отдаленных популяций или подвидов. 
С другой стороны, не исключается возможность амплификации и секвенирования ядерной копии 
гена цитохрома Ь американскими учеными. К сожалению, в статье Элсворта (Ellsworth et al" 1996) 
не приводятся точные данные о месте коллекционирования образцов, и мы лишены возможности 
проверить наше первое предположение. Исследователи Гутьеррес, Барровклоуф, Гроф (R. 
J.Gutierrez, George F. Barrowclough, Jeffrey G. Groth, 2000) секвенировали пять генов мт генома: 
полный ген цитохрома Ь, цитохром оксидазы-3, аденозинтрифосфатазы 8, 
аденозинтрифосфатазы 6, NADH дегидрогеназы 2. Этими учеными предложены схемы 
филогенетического родства нуклеотидных последовательностей фраrмента гена цитохрома Ь 
размером 609 п.н., то есть аналогичного участка генома, секвенированного Элсвортом (Ellsworth et 
al .. 1996), целого гена цитохрома Ь длиной 1143 п.н. и пяти генов мт ДНК. В обоих случаях при 
анализе нуклеотидных последовательностей целого гена или его участка, виды L. mutus, L. lagopus 
и L. leucurus не образуют монофилетический кластер, что согласуется с данными Элсворта 
(Ellswonh et al., 1996), но противоречат нашим выводам (рис. 2) и выводам о филогенетическом 
родстве нуклеотидных последовательностях 4 генов мт генома (цитохрома Ь, J6S рРНК, 12S 
рРНК, NADH 2 дегидрогеназы), полученных Хоглюндом (Hoglund, персональное собщение), а 
также собственным данным авторов (R. J.Gutierrez et al" 2000) о монофилетическом родстве 
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Рисунок 2. Деядроrрамма родства фрап.сента гена цитохрома Ь длиной 700 п.н. мт генома, 
построенная методом бJШжайшего соседа (NJ). Программа МЕGА 1.02; геветвчесхие дистанции 
оценивались с использованием 2-х параметрической модели Кимуры. Указ8ИЫ шщексы (в 
процентах) бутстрэп-анализа. 
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нуклеотидных последовательностей 5 генов мт генома (uитохрома Ь, цнтохромоксидазы - 3, 
аденозиитрифосфатазы 8, аденозинтрифосфатазы 6, NADH дегидрогеназа 2) у трех видов рода 
Lagopus. Подобное несоответствие, на наш взгляд, можно объяснить недостаточной 
информативностью небольшого фрагмента гена цитохрома Ь для построения филогенетических 
дендроrрамм родства сушествевно отдаленных, сильно дивергированных видов целого семейства. 
Для проверки нашего предположения проведено два независимых филогенетических анализа: 1) 
дополнили наши данные о нуклеотидных последовательностях 1 О видов, представляющих 4 рода 
тетеревиных птиц, данными Элсворта о нуклеотидных последовательностях сходных таксонов и 
построwш фи.:югенетическне дендроrраммы родства этих птиц. Полученные дендроrраммы 
родства, построенные методами невзвешенной максимальной экономии (МР) и ближайшего 
соседа (NJ), имели одинаковую топологию со схема.\!и, основанным~t только на наших данных о 
нуклеотидных последовате,1Ьностях гена цитохрома Ь длиной 700 п.н. и построенных теми же 
филогенетическими методами (МР, NJ). Генетические дистанции между индивидуальными 
последовательностями оценивались с использованием 2-параметрической модели Кимуры, исходя 
из количества нуклеотидных замен на сайт при попарном сравнении. 2) В случае же объединения 
и использования полученных нами данных и всех данных Элсворта для построения дендроrрамм 
родства разными методами (невзвешенной максима..1ьной экономии, максимального 
правдоподобия и NJ методом), все полученные схемы филогенетического родства не могут 
считаться достоверными, поскольку ;щины ветвей филогенетических древ малы и величины 
бутстрэп-анализа во многих случаях ниже 50%. Более того, эти схемы не отражают истинное 
родство тетеревиных. Таким образом, полученные результаты доказывают, что использование 
данных о нуклеотидных последовательностях небольшого фрагмента гена цитохрома Ь мт генома 
является недостаточно информативным и не позволяют получить достоверную картину эволюции 
целого семейства. Недостаточная информативность полного гена цитохрома Ь мт ДНК для 
построений филогении целого семейства, включая достаточно сильно отдаленные таксоны. 
вызвана, скорее всего, эффектом насьппения в нуклеотидных последовательностях и эффектом 
--экранирования" филогенетического сигнала. Для построения филогенетического древа. 
достоверно отражающего родство таксономических единиц целого семейства, в том числе и 
тетеревиных, необходимо исследование вариабельности нуклеотидных последовательностей 
других генов мт ДНК, а также ядерного генома. Другим спорным моментом в филогении 
тетеревиных птиu является вопрос о таксономическом статусе рябчиков Bonasa bonasia, Bonasa 
sewerzowi и Bonasa umЬellus. По мнению Потапова (Потапов, 1985) различия между 
палеарктическими (Вonasa Ьопаsiа, Bonasa sewerzowi) и неарктическими (Bonasa umbellus) видами. 
скорее всего, подродового ранга. Тем не менее, многие ученые рассматривают В. Ьonasia, 11. 
scwerzowi и В. umЬellus как представителей двух родов. Проведенный анализ нук,1еотидных 
последовательностей участка гена цитохрома Ь мт генома тетеревиных позволил нам сдела·1 ь 
18 
вывод о полифилитическом происхождении рябчиков (В. umbellus и В. bonasia), что согласуется с 
данными анализа Гуrьеррес с соавторами (Gutieпez et al., 2000). До сих пор остается 
невыясненным вопрос о таксономическом статусе дикуш. По данным морфологии, экологии и 
этологии род дикуш (Falcipennis) - хорошо обособленная от остальных тетеревиных группа птиц, 
имеющая моиофилиmческий источник происхождения, что согласуется с результатами 
исследований четырех генов мт генома шведских и немецких ученых (Нoglund, персональное 
сообщение), но противоречит результатам американских исследователей (Gutieпez et al" 2000). 
Последние, основываясь на результатах филогенетического анализа нуклеотидных 
последовательностях пяти генов мт генома, предлагают присвоить самостоятельный родовой 
статус сибирской дикуше Falcipennis falcipennis - палеарктическому виду и американским 
дикушам Canachites canadensis и Canachites frannklinii - неарктическим видам. Как видно из схемы 
филогенетического родства, построенной нами на данных о секвенированном участке гена 
цитохрома Ь длиной 700 п.н. (рис. 2) для 10 видов тетеревиных, дикуши образуют один 
монофилитический кластер, поэтому мы не согласны с предложением американских 
исследователей о присвоении американским дикушам отдельного таксономического родового 
статуса. К сожалению, на сегодняшний день в банках генетических данных отсуrствует какая -
.1ибо информация о нуклеотидных последовательностях гена цитохрома Ь тетеревиных, за 
исключением Tympanchus phasianellus, и мы не имеем возможносm сравнить полученные нами 
данные о нуклеотидных последовательностях с результатами исследований других ученых. На 
наш взгляд, для выяснения "истинного" таксономического статуса рода дикуш необходим не 
только анализ нуклеоmдных последовательностей большего количества генов мт генома, но также 
исследования генов ядерного генома. Интересными с эволюционной точки зрения являются и 
внутривидовые взаимоотношения тетеревиных птиц, в частности, Tetrao urogalloides, Lagopus 
lagopus, Bonasa Ьonasia. На всем протяжении ареала каменный глухарь демонстрирует 
сравнительно однородную окраску, размеры и пропорции тела. Исключение составляет только 
камчатская популяция, резко отличающаяся от всех остальных светлым тоном оперения и 
размерами и поэтому представляющая самостоятельный подвид Tetrao urogalloides kamtschaticus. 
Сравнение нуклеотидных последовательностей фрагмента гена цитохрома Ь длиной 700 п.н. у 
представителей подвида Tetrao uroga!Joides urogalloides из разных мест обитания: - Якуrия (одна 
особь), Хабаровский край (один экземпляр), Магаданская область (два индивида) - выявило одну 
Jамену у Tetrao urogalloides urogalloides из Магаданской обласm (одна особь), что подтверждает 
принадлежность этих пmц к одному подвиду. При сопоставлении данных о нуклеотидных 
1юследовательностях гена цитохрома Ь (1020 п.н.) у Tetrao urogalloides urogalloides из 
Хабаровского края и подвида Tetrao urogalloides kamtschaticus выявлена также только одна 
11ук:1еотидная замена. По мнению Р. Л. Потапова обособление этого подвида произошло в позднем 
плейстоцене. Полученные нами результаты также свидетельствуют о сравнительно недавнем 
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происхождении камчатской попуruщии, а отсуrствие нуклеотидных различий на участке гена 
цитохрома Ь у хорошо морфолоmчески обособленных подвидов возможно объясняется 4 - х 
кратным замедлением "стандартной"скоросm эволюции митохондриалъного генома 
теплокровных животных, связанной с изменениями :клима~еских условий в плейстоцене (Avise
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1998; Martin, i993). При сопоставлении нуклеотидных последовательностей гена цитохрома Ь 
длиной 275 п.н. Lagopus Jagopus из Магаданской и Мурманской областей нуклеоmдных замен не 
выявлено, тогда как при сопоставлении эmх последовательностей с последовательностью у L. 
lagopus из Яхутии было выявлены две нуклеотидные замены что, скорее всего, объясняется 
индивидуальной изменчивостью. Сравнение нуклеотидных последовательностей гена цитохрома Ь 
длиной 1020 п.н. у L. lagopus scoticus (2 особи) - резко уклоняющейся островной формы, 
единственной среди рода и не имеющей белого наряда, и L. lagopus lagopus выявило четыре 
нуклеОТИДНЪiе замены. Степень дивергенции (Р) составила 0,32%, что соответствует подвидовому 
уровню. Ареал палеарктического рябчика (В. Ьonasia) охватывает всю бореальную зону Евразии. 
На основе морфологических и эколоmческих характеристик, а также особенностей поведения Р. 
Л. Потапов (Потапов, 1985) выделил 11 подвидов рябчика. Колымский подвид рябчика (В. bonasia 
kolymensis) - хорошо обособленная форма, отличающаяся малыми размерами птиц и сильным 
развитием белого цвета в окраске оперения. Островная caxammcкaa форма (В. Ьonasia yamashinai) 
очень близка к колымскому подвиду общей светлой окраской тела, но белого цвета меньше. Ареал 
третьего подвида (В. bonasia. septentrionalis) охватывает южную полосу Сибирской тайги от 
Енисея до низовьев Амура. Общий тон верхней стороны тела пепельно-серый, иногда с легким 
буроватым оттенком. Сопоставление данных о полиморфизме нуклеоmдных последовательностей 
гена цитохрома Ь длиной 700 п.н. у трех морфолоrически и экологически хорошо 
дифференцированных подвидов В. Ьonasia kolymensis, В. Ьonasia septentrionalis, В. Ьonasia 
yamashinai выявило незначительное количество мутаций от 1 (В. Ьonasia kolymensis и В. Ьonasia 
septentrionalis) до 5 (В. Ьonasia yamashinai и В. Ьonasia ko!ymensis). Степень дивергенции (Р) 
колеблется от 0,16% (В. Ьonasia kolymensis и В. Ьonasia septentrionalis) до 0,63% (В. Ьonasia 
yamashinai и В. Ьonasia septentrionalis) и соответствует для подвидового уровня. 
4.Вн.уmривидовая изменчивость Д-петли мт ген.ома тетеревиных птиц~ Исследования 
внутривидовой изменчивости гена щпохрома Ь нескольких видов семейства тетеревиные лшпь 
частично позволили ответить на некоторые спорные вопросы филогении Э111Х IПИЦ. Анализ 
нуклеотидной последовательности левого домена контрольного региона - одного из наиболее 
вариабельных участков мт ДНК - позволяет анализировать филогенетические отношения 
организмов на более низких таксономических уровнях таких, как подвид и популяция, и является 
одним из лучших кандидатов для подобных целей. Нами было проведено исследование 
внутривидовой изменчивости подвидов Tetrao urogalloides urogalloides, представленного пятью 
нндивидами из Магадана, одним из Якугии и одним индивидом из Хабаровского края, и Tetrao 
20 
шogalloides kamtschaticus (две особи с Ка.\lчатки). Количество нуклеотидных замен в контрольном 
регионе превышает таковые в гене цитохрома Ь, что еще раз подтверждает вывод о быстрой 
1волюции этого участка мт генома. С другой стороны, отсутствие или очень малое количество 
(одна замена) различий в нуклеотидных последовательностях левого домена контрольного 
региона у двух морфолоrически и экологически различных подвидов Tetrao шogalloides 
urogal\oides (из Магаданской области и Якутии) и Tetrao шogalloides kamchaticus может бьпъ 
объяснено несколькими фактора.ми: 1) многокраТНЪIМН заменами в "горячих" и "полуrорячих" 
сайтах быстро эволюционирующей нуклеотидной последовательности левого домена 
контрольного региона, что лишает нас возможности зафиксировать все замены и проследить 
истинный или близкий к истинному путъ эволюции этих нуклеотидных последовательностей; 2) с 
другой стороны можно предположить, что эволюция мт и ядерного геномов протекала 
несогласованно что, на наш взгляд, подтверждается данными об отсутствии нуклеотидных замен 
как в быстро эволюционирующем участке мт ДНК (контрольный регион), так и относительно 
медленно эволюционирующем (ген цитохрома Ь) у недавно диверrированных таксонов. 
Интересным является факт выявления значительного количества нуклеотидных замен (7-8) в 
исследуемом участке мт генома у особей одного подвида Tetrao urogalloides urogalloides из разных 
мест обитания (из Магаданской области, Якутии и Хабаровского края}, что предполагает 
значительную степень дивергенции этих хорошо обособленных популяций. Ввиду того, что нами 
исследована нуклеотидная последовательность левого домена контрольного региона только лишь 
у одной особи Tetrao шogalloides шogalloides из Хабаровского края, то иным объяснением ее 
отдаленности от других представителей этого подвида из Магаданской области и Якутии может 
служить не только относительно высокая степень дивергенции левого домена контрольного 
региона мт генома, но и значительный уровень внуrрипопуляционного полиморфизма. Этот 
вопрос требует дальнейшего изучения. При исследовании внутривидового полиморфизма левого 
домена контрольного региона у подвидов Tetrao шogallus volgeпensis 1864 и Tetrao шogallus 
longbergi 2147 нуклеотидных замен не обнаружено, тогда как между Tetrao шogal\us rnajor 1, 
Tetrao шogallus loпgЬergi 2147 и Tetrao urogallus volgeпensis 1864 выявлено 2 нуклеотидные 
замены. Хорошо согласуются между собой морфолого-экологическне, этологические и 
генетические исследования гена цитохрома Ь и левого домена контрольного региона трех 
подвидов: В. Ьопаsiа septentrionalis (п=б), В. Ьопаsiа yarnashinai (n=S) и В. Ьonasia kolyrnensis (n=4). 
Исследования внутривидовой дивергенции гена цитохрома Ь показали четкую дифференциацию 
трех вышеназванных подвидов В. bonasia, но не отразили филогенетические взаимоотношения 
между ними. Исследования нуклеотидных последовательностей левого домена контрольного 
региона трех подвидов В. bonasia показали более тесную филогенетическую связь В. bonasia 
yamashinai и В. Ьonasia kolymensis, чем с В. bonasia septentrionalis. Величина разнообразия 
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гаплотипов внуrри подвида максимальна для В. bonasia yamashinai (0,9), и всего один гаплотип 
выявлен для В. Ьonasia septentrionaJis. 
На основе полученных данных о нуклеотидных последовательностях левого домена 
контрольного региона мт ДНК были построены схемы филогенетического родства тетеревиных 
птиц методами ближайшего соседа (NJ) и UPGМA с использованием данных о Р-дистанциях. 
На рисунке 3 приведена дендрограмма родства левого домена контрольного региона мт генома 
тетеревиных, построенная методом UPGМA. Tetrao urogalloides urogalloides 269 находится в 
стороне от других представителей этого подвида из Якутии и Магаданской области, а также от 
Tetrao urogalloides kamtschaticus. Tetrao urogallus volgensis н Tetrao urogallus longЬergi образуют 
один кластер и находятся в стороне от Tetrao urogallus major. Lagopus mutus pleskei из 
Магаданской области находятся в более близком родстве с Lagopus mutus nelsoni с Аляски, чем с 
Lagopus mutus нз Японии, что подтверждает трансберенгийские связи этих птиц. Информация о 
нуклеотидных последовательностях Bonasa Ьonasia и Lagopus mutus, обитающих в Японии, 
тобезно предоставлена Yosblyki ВаЬа. По мнению некоторых ученых (Кimball et al., 1999; Нillis, 
1998; Yang, 1998), быстро эвоmоционирующие последовательности, в том числе контрольный 
регион, его левый н правый домены, могут быть удобными маркерами филогенетического родства 
и взаимоотношений не только для близкородствеННЪIХ таксонов (вид, подвид, популяция), но и для 
давно дивергировавших организмов. Для выяснеНИJ1 возможных филогенетических 
взаимоотношений у тетеревиных птиц нами была предприн,ята попыпса анализа нуклеотидных 
последователъ'Постей левого домена контрольного региона нескольких видов птиц этого 
семейства: Bonasa Ьonasia, Bonasa umЬellus, Lagopus mutus, Lagopus lagopus, Lagopus leucurus, 
Tetrao urogallus, Tetrao urogalloides, Falcipennis franclini, Falcipennis canadensis. Филогенетические 
дендрограммы родства вышеназванных видов были построены методами максимальной экономии, 
максимального правдоподобия, ближайшего соседа (дендрограммы: не приводятся). Ни одна из 
дендрограмм родства нуклеотидных последовательностей левого домена контрольного региона не 
может считаться достоверной (индексы буrстрэп-аиализа значительно ниже 50%) и не отражает 
истинное филогенетическое родство птиц семейства тетеревиных. Скорее всего, это объясняется 
быстрой скоростью эвоmоции левого домена контрольного региона, в котором многократно 
появляются и исчезают нуклеотидные замены в ''горячих" и ''полуторячих" сайтах, что 
значительно затрудняет получение достоверной информации о количестве нуклеотидных замен с 
момента дивергенции давно дивергировавшнх видов. 
5. Время дивергенции и трансберенгийские связи тетеревиных птиц. 
Основываясь на данных о нуклеотидных последовательностях длиной 700 п.н., мы оценили 
время дивергенции некоторых видов тетеревиных птиц по формуле, предложенной Песола (G. 
Pesole et al" 1999). Согласно этой оценке; семейство тетеревиных является сравнительно молодым, 
дивергировавшим в плейстоцене, что согласуется с данными Андреева А. В (Андреев, 1997). 
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Tetrao urogalloides urogalloldes 1 В 
64 Te1rao urogalloides urogalloldes В 
Tetrao urogalloides urogalloldes 17 
Tetrao urogalloldes urogalloldes 15 
:retrao urogalloides kamtschatlcus КК 
Tetrao urogalloldes urogalloides Jac 
84 Te1rao urogalloldes kamtschaticus 1151 
'----Tetrao urogalloldes urogalloldes 268 
Tвtrao urogallus major 1 
Tetrao urogallus volgensls 1864 
Tвtrao urogallus longbergl 214 7 
~----------Lagopus lagopus 441 
100 
100 
Lagopus mutus Jap. 
Lagopus mutus nelsonl 712 
Lagopus mutus pleskei 8103 
Lagopus mutus pleskel 444 
.----------Bonasa bonasla Jap 
100 
Bonasa bonasla septentrlonalls 553 
99 Bonasa bonasla septentrlonalls 552 
Bonasa ьonasla septen1rlonalls 555 
Bonasa ьonasla septentrtonalls 556 
Bonasa ьonasia septentrlonalls 557 
Bonasa bonasla sвptвntrlonalls 554 
Bonasa bonasla kolymensls 4 
Bonasa bonasla kolymensls 1 В 
Bonasa bonasia kotymensis Р5 
Bonasa Ьonasla kotymensls Р4 
Bonasa ьonasla yamashlnal 307 
Bonasa ьonasla yamashlnal 323 
Bonasa ьonasla yamashlnal 301 
Bonasa bonasla yamashlnal Р1 С 
Bonasa bonasla yamashinal Р2С 
Рисунок 3. Схема родства нуклеотидных последовательностей левого домена контрольного 
региона мт генома у тетеревИНЬJХ пrиц, построенная UPGМA методом. 
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По мнению же Потапова (Потапов, 1985) дивергенЦЮ1 тетеревиных птиц началась значительно 
раньше, что в некоторой степени согласуется с результатами анализа времени дивергенции 
тетеревиных птиц с исполъзованием "стандартных часов эвоmоции''. Следует отметить, что 
применение "стандартных часов эвоmоции" (2% нуклеотидных замен за 1 млн. лет) (Avise, 1994) 
для решения подобных вопросов не всегда позволяет получить достоверные результаты о времени 
дивергенции таксонов, поэтому исследователи подходят к этой проблеме осторожно. Например, 
допускают возможным варьирования скорости эволюции нуклеотидных последовательностей в 
пределах 2-4 % нуклеотидных замен за 1 млн. лет или, если это возможно, проводят ее калибровку 
согласно имеющимся данным о палеонтологических ископаемых (Masuda, 1994). Дли воссоздания 
возможного варианта истории формировании тетеревиных птиц. необходимо применять 
комплексный подход, то есть сопоставлять результаты о палеонтологических ископаемых 
тетеревиных, данные о палеогеографии прнтихоокеанских областей Азии и Америки, экологии н 
этологии птиц, данные об эволюции нуклеотидных последовательностей. 
6. МолекулярнШI фW1огения гена c-mos ядерного генома тетеревWlых птиц. 
По мнению некоторых авторов (Гречко В. В" 2000), филогенетические построения на основе 
данных о мт геноме являются самодостаточными для изучения "исторической судьбы самих 
митохондрий и лишь косвенно, в той или иной степени, в какой их эволюция скоррелирована с 
эволюцией ядерной ДНК, связаны с общими вопросами видообразования". К сожалению, в 
настояшее время не найден и хороший ядерный филогенетический маркер. Ряд исследований, 
посвяшенных поиску и изучению нуклео.тидных последовательностей протоонхогенов, были 
успешвыми для решения некоторых спорных филогенетических вопросов. К числу таких ядерных 
протоонкогенов относится ген c-mos. Нами была предпринята попытка решения некоторых 
спорных вопросов, касающихся филогении тетеревиных пnщ, основываясь на полученных 
данных о полиморфизме нуклеотидных последовательностях c-mos гена ядерного ге1юма. Наше 
утверждение о полифилитическом происхождении Bonasa Ьопаsiа и Bonasa umЬellus, основанное 
на получеННЪIХ результатах филогенетического родства гена цитохрома Ь мт генома, 
подтверждается данными филогенетического анализа участка ядерного гена c-mos, поэтому мы 
согласны с предложением американских коллег о присвоении Bonasa bonasia нового 
таксономического ранга - Tetrastes boпasia. К сожалению, на другие филогенетические вопросы 
родства и взаимоотношений в семействе тетеревиных мы не имеем возможности ответить в силу 
малой информативности гена с - mos для относительно недавно диверrировавших 
тахсономических единиц. 
Выводы 
1. Биохимический и генетический анализ гена цитохрома Ь показал, что данный участок мт 
генома соответствует основным требованиям филогенетического маркера и может быть 
успешно использован в качестве такового для изучения родства тетеревиных птиц. 
24 
~ Контрольный регион (левый домен) является удобным филогенетическим маркером для 
внуrривидового и межпопуляционного родства тетеревиных птиц. 
:; . Полученные филогенетические схемы родства гена цитохрома Ь митохондриального генома у 
тетеревиных совпадают с морфо-экологической дифференциацией этого семейства, 
предложенной Потаповым Р. Л. В целом это свидетельствует о достаточно высокой степени 
коррешщнн эволюции ядерного в митохондриальвого геномов. 
4. Согнасно полученным давным о полиморфизме нуклеотидных последовательностей гена 
цитохрома Ь митохондриального генома и c-mos гена ядерного генома род Bonasa, имеет 
немонофилитическое происхождение. 
5. Согласно данным анализа полиморфизма нуклеотидных последовательностей у курообразных, 
индюк (Мeleagris gallopavo) находится в более тесном филогенетическом родстве с 
семейством тетеревиные, чем серая куропатка (Perdix perdix). 
6. Соrласно данным о синонимичных заменах в гене цитохрома Ь митохондриальноrо геном.а, 
семейство тетеревиных дивергировало в позднем плейстоцене. 
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